I n As i a n c o u n t r i e s , g r o u p e r E p i n e p h e l u s s p p h a s b e c o me o n e o f t h e mo s t i mp o r t a n t f i s h s p e c i e s a s i t s h i g h ma r k e t v a l u e . Amo n g t h e g r o u p e r p r o d u c t i o n , T a i wa n s h a r e s t h e y i e l d o f 2 3 % i n t h e wo r l d ( Ch u a n g a n d Ch e n , 2 0 1 2 ) . T h e r e a r e t wo ma j o r v i r a l i n f e c t i o n s i n t h e g r o u p e r a q u a c u l t u r e . NNV i s i n f e c t e d i n t h e e a r l y s t a g e a n d i r i d o v i r u s i s i n f e c t e d i n t h e f o l l o wi n g s t a g e d u r i n g g r o u p e r c u l t u r e . Gr o u p e r i r i d o v i r u s ( GI V) b e l o n g s t o t h e g e n u s Ra n a v i r u s , a g r o u p o f i r i d o v i r u s , r a n g i n g f r o m 1 2 0 t o 3 0 0 n m i n d i a me t e r . Wi t h a s p h e r ic a l d e o x y r i b o n u c l e o p r o t e i n c o r e s u r r o u n d e d b y a l i p i d me mb r a n e , GI V p o s s e s s e s a n i c o s a h e d r a l s y mme t r y a n d l i n e a r d o u b l e -s t r a n d e d DNA g e n o me s ( T e n g e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e y a r e wi d e l y s u s c e p t i b l e i n h o s t r a n g i n g f r o m f i s h , a mp h i b i a n s , r e p t i l e s , i n s e c t s , c r u s t a c e a n s a n d mo l l u s k s ( Ch i n c h a r , 2 0 0 2 ; Wi l l i a ms e t a l . , 2 0 0 5 ) . F i s h i r i d o v i r u s , b e l o n g i n g t o t h e g e n u s Ra n a v i r u s , wa s r e p o r t e d t o c a u s e s y s t e mi c d i s e a s e i n i n f e c t e d a n i ma l s wi t h h i g h mo r b i d i t y a n d mo r t a l i t y ( Do e t a l . , 2 0 0 4 ) . At p r e s e n t , s i x r a n a v i r u s s p e c i e s h a v e b e e n r e c o g n i z e d b y t h e I n t e r n a t i o n a l Co mmi t t e e o n Ta x o n o my o f Vi r u s e s ( I CT V , 2 0 0 9 ) a n d t h r e e o f t h e m wi l l i n f e c t
f i s h ( Epi z o o t i c h a e ma t o po i e t i c n e c r o s i s v i r u s [ EHNV] , Eu r o pe a n c a t f i s h v i r u s [ ECV] a n d Sa n t e e -Co o pe r r a n a v i r u s [ SCRV] ) . T h i s e p i d e mi c d i s e a s e t h r e a t e n s a q u a t i c a n i ma l s s o b a d l y r e s u l t i n g i n EHNV b e i n g l i s t e d i n t h e Aq u a t i c
An i ma l Co d e b y t h e Wo r l d Or g a n i z a t i o n f o r An i ma l He a l t h ( OI E) . I n t h e OI E r e g u l a t i o n , f i s h i r i d o v i r u s c o u l d b e d i a g n o s e d b y c l i n i c a l s i g n s , s me a r s o n s t a i n i n g c e l l o r mi c r o s c o p i c o b s e r v a t i o n o f i n f e c t e d t i s s u e s e c t i o n s . Ot h e r mo l e c u l a r d i a g n o s t i c me t h o d s , s u c h a s i n d i r e c t f l u o r e s c e n t a n t i b o d y t e s t s ( I F A T ) , c e l l c u lt u r e , p o l y me r a s e c h a i n r e a c t i o n ( PCR) we r e a l s o r e c o r d e d b y OI E ( Ol e s e n a n d J ø r g e n s e n , 2 0 0 3 ) . Ho we v e r , s e v e r a l r e s e a r c h e s h a d u s e d a l o o p -me d i a t e d i s o t h e r ma l a mp l i f i c a t i o n ( L AMP) me t h o d i n i r i d o v i r u s d e t e c t i o n ( Ca i p a n g e t a l . , 2 0 0 4 ; Ma o e t a l . , 2 0 0 8 ; Z h a n g e t a l . , 2 0 0 9 ; Z h a n g e t a l . , 2 0 1 4 ) .
I n t h i s s t u d y , a n I mmu n o ma g n e t i c r e d u c t i o n ( I MR) s y s t e m f o r GI V d e t e c t i o n wa s e s t a b l i s h e d b y me a s u r i n g f r e q u e n c y mi x i n g a l t e r n a t i n g -c u r r e n t ( a c ) ma g n e t i c s u s c e p t i b i l i t y . P r i n c i p l e o f t h e I MR a s s a y i s t h e me a su r e me n t o f t h e a c ma g n e t i c s u s c e p t i b i l i t y o f ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s c o a t e d wi t h s u r f a c t a n t s ( d e x t r a n ) a n d b i op r o b e s s u c h a s a n t i b o d i e s ( Ho n g e t a l . , 2 0 0 6 ; Ho n g e t a l . , 2 0 0 7 ) . Wh e n s u b j e c t e d t o mu l t i p l e e x t e r n a l a c ma g n e t i c f i e l d s , t h e ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s o s c i l l a t e v i a ma g n e t i c i n t e r a c t i o n , g i v i n g t h e r e a g e n t a s p e c i f i c ma gn e t i c p r o p e r t y , h e r e i n r e f e r r e d t o mu l t i p l e -f r e q u e n c y a c ma g n e t i c s u s c e p t i b i l i t y ( F i g . 1 a ) . I n t h e p r e s e n c e o f t a rg e t e d b i o mo l e c u l e s , t h e n a n o p a r t i c l e -b o u n d a n t i b o d i e s b i n d s p e c i f i c a l l y t o t h e b i o mo l e c u l e s a n d f o r m c l u s t e r s , wh i c h h a v e l e s s mo t i l e t h a n u n b o u n d ma g n e t i c n a n o p a rt i c l e s ( F i g . 1 b ) . T h e c a c o f t h e s o l u t i o n i n t h e a b s e n c e o f b i o mo l e c u l e s s h o u l d b e l a r g e r t h a n t h a t i n t h e p r e se n c e o f b i o mo l e c u l e s . As a r e s u l t , t h e r e d u c t i o n o f t h e c a c o f t h e ma g n e t i c r e a g e n t c a n b e e v a l u a t e d a n d s e r v e a me a s u r e me n t o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f t a r g e t b i o mo l ec u l e s i n t h e s a mp l e .
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s

Ce l l s a n d v i r u s
Gr o u p e r s wi m b l a d d e r c e l l s ( SB) we r e g r o wn i n L e i b o v i t z ' L 1 5 me d i u m ( HI MEDI A) s u p p l e me n t e d wi t h 1 0 % f e t a l b o v i n e s e r u m ( FBS) , 1 0 0 I U/ mL o f p e n i c i l l i n a n d 0 . 1 mg / mL o f s t r e p t o my c i n a t 2 5°C t o p r o p a g a t e GI V ( Mu r a l i e t a l . , 2 0 0 2 ) p r e v i o u s l y i s o l a t e d f r o m t h e d i se a s e d g r o u p e r . Gr o u p e r f i n c e l l l i n e ( GF -1 ) ( Ch i e t a l . , 1 9 9 9 ) f o r MGNNV ( Ts o e t a l . , 2 0 1 3 ) p r o p a g a t i n g we r e g r o wn i n L e i b o v i t z ' L 1 5 me d i u m ( HI MEDI A) s u p p l eme n t e d wi t h 5 % FBS, 1 0 0 I U/ mL o f p e n i c i l l i n , a n d 0 . 1 mg / mL o f s t r e p t o my c i n a t 2 8°C. Vi r u s t i t r a t i o n wa s p e rf o r me d o n mo n o l a y e r s o f c e l l s g r o wn i n a 9 6 -we l l p l a t e a n d c y t o p a t h i c e f f e c t s ( CPE) wa s s c o r e d a f t e r 5 d a y s p o s t i n f e c t i o n ( d p i ) . T h e f i n a l t i t e r wa s me a s u r e d u s i n g t h e e n d -p o i n t t i t r a t i o n me t h o d ( Re e d a n d Mu e n c h , 1 9 3 8 ) .
V i r u s s a mp l e p r e p a r a t i o n
F o r t h e s t a n d a r d c u r v e , GI V c e l l c u l t u r e s u p e rn a t a n t s we r e d i l u t e d wi t h p H 7 . 4 1 × p h o s p h a t e b u f f e r s o l u t i o n ( PBS) t o 1 a n d 1 × 1 0 1 -1 × 1 0 7 TCI D 5 0 / mL . Di l u t e d GI V s o l u t i o n wa s p e r f o r me d i n t r i p l i c a t e t o o b t a i n t h e I MR s i g n a l . 4 0 m L o f t h e ma g n e t i c r e a g e n t wa s
mi x e d wi t h 6 0 m L o f t h e d i l u t e d GI V s o l u t i o n i n e a c h r e a c t i o n mi x t u r e f o r t h e f u r t h e r I MR a s s a y . T o i n v e s t i g a t e t h e s p e c i f i c i t y o f I MR f o r GI V , 1 0 3
T CI D 5 0 / mL o f GI V s o l u t i o n a n d GI V wi t h 1 0 3 T CI D 5 0 / mL NNV we r e p r e p a r e d . T h e s e v i r u s s a mp l e s we r e u s e d i n t h e I MR a s s a y wi t h a n a n t i -GI V b i o f u n c t i o n a l i z e d ma gn e t i c r e a g e n t .
An t i b o d y p r o d u c t i o n a g a i n s t GI V
T o p r e p a r e t h e a n t i b o d y a g a i n s t GI V , p r i me r p a i r s o f t h e GI V ma j o r c a p s i d p r o t e i n ( MCP) we r e d e s i g n e d v i a Na t i o n a l Ce n t e r f o r Bi o t e c h n o l o g y I n f o r ma t i o n ( NCBI ) d a t a b a s e ( Ac c e s s i o n n u mb e r : A Y6 6 6 0 1 5 . 1 ) . T h e s p l e e n t i s s u e s we r e c o l l e c t e d f r o m d i s e a s e d g r o up e r a n d DNA wa s e x t r a c t e d b y QI Aa mp DNA Mi n i Ki t ( Qi a g e n , Ge r ma n y ) . T h e v i r a l DNA wa s u s e d a s a t e mp l a t e f o r PCR a mp l i f i c a t i o n . Th e mo d i f y i n g PCR p r i me r p a i r s we r e 5 -AAGGA T CCA CT T GT ACAACG-GGT GCT -3 , c o n t a i n i n g a Ba mHI s i t e ( u n d e r l i n e d i n t h e s e q u e n c e ) ; a n d 5 -AACT GCA GT T ACAAGA T AGGGAA-
CCC-3 wi t h a Ps t I s i t e ( u n d e r l i n e d ) . A mp l i c o n s we r e d i g e s t e d a n d s u b c l o n e d i n t o p QE 3 0 v e c t o r s t o g e n e r a t e t h e p l a s mi d c o n s t r u c t s n a me d p GI V-MCP . T h e r e c o mb i n a n t p r o t e i n wa s o v e r e x p r e s s e d i n E s c h e r i c h i a c o l i ( E .
c o l i ) BL 2 1 u n d e r t h e e x p o s u r e o f 1 mM I s o p r o p y l b -D-1 -t h i o g a l a c t o p y r a n o s i d e ( I PT G) a t 3 7°C f o r 4 h . Si n c e t h e r e c o mb i n a n t p r o t e i n i n E . c o l i wa s f o r me d a s i n c l us i o n b o d i e s , t h e p u r i f i c a t i o n p r o c e s s wa s f o l l o we d u s i n g Ni -NT A Hi s Bi n d p u r i f i c a t i o n k i t ( MA CHEREY -NA GEL ) u n d e r d e n a t u r i n g c o n d i t i o n s . I n o r d e r t o p r o d u c e a n a n t i -i r i d o v i r u s a n t i b o d y , t h e p u r i f i e d r e c o mb i n a n t GI V MCP wa s i n j e c t e d i n t o 1 2 -we e k o l d Ne w Z e a l a n d r a bb i t s ( i n d u p l i c a t e ) . A f i r s t i mmu n i z a t i o n s o l u t i o n c o n s i s ti n g o f 1 mg i mmu n o g e n e mu l s i f i e d i n F r e u n d ' s c o mp l e t e F i g. 1 . T h e s c h e ma t i c me c h a n i s m o f I MR a s s a y ( a ) b e f o r e a n d ( b ) a f t e r t h e a s s o c i a t i o n b e t we e n ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s a n d b i ot a r g e t s .
a d j u v a n t we r e s u b s e q u e n t l y b o o s t e d wi t h a d o s e o f 1 0 0 m g o f p u r i f i e d MCP wi t h i n c o mp l e t e F r e u n d ' s a d j u v a n t i n e v e r y t wo we e k s . Ra b b i t s we r e b l e d a f t e r e a c h i n j e ct i o n , a n d a n i n d i r e c t e n z y me -l i n k e d i mmu n o s o r b e n t a s s a y ( EL I SA) wa s p e r f o r me d t o me a s u r e t h e a n t i -GI V a n t i b o d y t i t e r . T h e o b t a i n e d a n t i -i r i d o v i r u s a n t i b o d y wa s t e s t e d o f t h e s p e c i f i c i t y b y We s t e r n Bl o t t i n g .
P r e p a r a t i o n o f a n t i -b o d y -f u n c t i o n a l i z e d ma g n e t i c n a n op a r t i c l e s
T h e ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s we r e d e x t r a n -c o a t e d F e 3 O 4 ( MF -DEX-0 0 6 0 , Ma g Qu ) . An a n t i -GI V a n t i b o d y wa s c o v a l e n t l y b o u n d wi t h d e x t r a n o n ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s . T h e me a n v a l u e o f t h e h y d r o d y n a mi c d i a me t e r o f b i o -f u n c t i o n a l i z e d ma g n e t i c n a n o p a r t i c l e s wa s 5 5 . 4 n m, a s d e t e c t e d b y d y n a mi c l a s e r s c a t t e r i n g ( Na n o t r a c 1 5 0 , Mi c r o t r a c ) . T h e b i o -f u n c t i o n a l i z e d ma gn e t i c n a n o p a r t i c l e s we r e d i s p e r s e d i n a p H 7 . 2 PBS t o f o r m a h i g h l y c o n c e n t r a t e d ma g n e t i c r e a g e n t . Th e ma g n e t i z a t i o n o f s a t u r a t e d ma g n e t i c r e a g e n t wa s me a su r e d u s i n g a v i b r a t i n g s a mp l e ma g n e t o me t e r ( Mo d e l 4 5 0 0 , EG & G) . Th e ma g n e t i c c o n c e n t r a t i o n o f t h e ma g n e t i c r e a g e n t wa s 0 . 1 e mu / g wh i c h c o r r e s p o n d e d t o 8 mg -F e / mL .
E x t r a c t i o n o f GI V f r o m g r o u p e r t i s s u e T h e s p l e e n o f d i s e a s e d g r o u p e r wa s d i s s e c t e d o n i c e .
A t o t a l o f 0 . 5 g t i s s u e wa s h o mo g e n i z e d wi t h a 2 0 0 m L e x t r a c t i o n b u f f e r ( Ma g Qu ) c o mp o s i n g o f 1 0 mM T r i s a n d 1 % t r i t o n X-1 0 0 a t p H 8 . 0 a n d i n c u b a t e d i n t u b e f o r 3 mi n . o n i c e . T h e t u b e wa s s u b s e q u e n t l y i n c u b a t e d a t r o o m t e mp e r a t u r e f o r 5 mi n . Af t e r c e nt r i f u g a t i o n , t h e s u p e r n a t a n t o f t h e l y s e d s a mp l e wa s u s e d i n a n I MR a s s a y t o d e t e r mi n e t h e c o n c e n t r a t i o n o f GI V . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e s p l e e n t i s s u e s a mp l e s we r e n a t u r a l l y i n f e c t e d wi t h GI V .
De t e c t i o n o f I MR s i g n a l s f o r GI V a s s a y
A v o l u me o f 4 0 m L ma g n e t i c r e a g e n t wa s t h o ro u g h l y mi x e d wi t h a 6 0 m L s a mp l e s o l u t i o n i n a g l a s s t u b e . T h e c ac , o , a c a c s i g n a l o f t h e mi x t u r e p r i o r t o t h e f o r ma t i o n o f i mmu n e -c o mp l e x o f i r i d o v i r u s -ma g n e t i cn a n o p a r t i c l e c o n j u g a t e d a n a n t i b o d y ( r e a c t i o n t i me i s a r o u n d 1 h ) wa s r e c o r d e d b y a ma g n e t i c i mmu n o a s s a y a n a l y z e r ( Xa c Pr o -E, Ma g Qu ) . Th e mi x t u r e k e p t a t r o o m t e mp e r a t u r e 5 h f o r t h e f o r ma t i o n o f i r i d o v i r u sma g n e t i c -n a n o p a r t i c l e c o mp l e x we r e me a s u r e d t h e c a c , f , s i g n a l . By c a l c u l a t i n g t h e c a c , o a n d c a c , f , t h e I MR s i g n a l c a n b e o b t a i n e d v i a t h e f o l l o wi n g e q u a t i o n :
Th e t i me -d e p e n d e n c e c a c s i g n a l wa s d e t e c t e d i n t r i p l i c a t e a t e a c h s a mp l e . T o b u i l d u p t h e c h a r a c t e r i s t i c c u r v e , i . e . , t h e r e l a t i o n s h i p b e t we e n I MR s i g n a l a n d GI V t i t e r , v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f GI V s o l u t i o n we r e p r ep a r e d b y PBS d i l u t i o n a n d I MR s i g n a l s we r e me a s u r e d c o r r e s p o n d i n g t o d i f f e r e n t GI V t i t e r .
Re a l -t i me PCR f o r GI V q u a n t i f i c a t i o n Re a l -t i me PCR wa s p e r f o r me d u s i n g t h e KAP A SYBR ® FAST q PCR Ki t ( Ka p a Bi o s y s t e ms ) o n a L i g h t Cy c l e r ® 2 . 0 I n s t r u me n t ( Ro c h e Di a g n o s t i c s ) .
T h e f o r wa r d a n d r e v e r s e p r i me r s s p e c i f i c t o GI V we r e 5 -T CCCGT T GCCGT T CT T T -3 a n d 5 -T GA A GCGA CCT C-A GT T T AA T GT -3 r e s p e c t i v e l y . F i f t y c y c l e s o f r e a l -t i me PCR we r e p e r f o r me d wi t h c y c l i n g c o n d i t i o n s o f 9 5°C 1 0 s , 6 0°C 3 0 s a n d 7 2°C 3 0 s . T h e d i f f e r e n t k n o wn c o nc e n t r
a t i o n s o f d i l u t e d GI V s o l u t i o n we r e u s e d t o c a l c ul a t e t h e s t a n d a r d c u r v e . Al l o f t h e d a t a a r e e x p r e s s e d a s t h e me a n ± s t a n d a r d d e v i a t i o n ( me a n ± SD) .
Re s u l t s E x t r a c t i o n e f f i c i e n c y o f GI V f r o m g r o u p e r l a r v a e T o i n v e s t i g a t e t h e e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y o f GI V , t i ss u e s a mp l e wa s d i v i d e d i n t o t wo g r o u p s . On e g r o u p wa s p e r f o r me d wi t h r e a l -t i me PCR t o i d e n t i f y t h e c o p y n u mb e r o f GI V i n t i s s u e , d e n o t e d b y f , a s i l l u s t r a t e d i n F i g . 2 . T h e e x t r a c t e d DNA o f GI V wa s u s e d f o r r e a lt i me PCR d e t e c t i o n . T h e o t h e r g r o u p wa s f i r s t l y p r o ce s s e d wi t h GI V e x t r a c t i o n . T h e c o n c e n t r a t i o n f ' o f t h e e x t r a c t e d GI V wa s d e t e r mi n e d b y t h e f o l l o wi n g p r o ce s s e s o f t h e v i r a l DNA e x t r a c t i o n a n d r e a l -t i me PCR. T h e e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y wa s c a l c u l a t e d v i a Ex t r a c t i o n e f f i c i e n c y (
T h e r e l a t i o n s h i p b e t we e n e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y ( %) a n d GI V c o n c e n t r a t i o n f f r o m 1 0 3 t o 1 0 8 TCI D 5 0 / mL wa s s h o we d i n F i g .
. I t wa s d e mo n s t r a t e d t h a t t h e e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y o f GI V f r o m g r o u p e r wa s h i g h e r t h a n 8 0 %. I t ' s v a l u a b l e t o t a k e o n l y 1 0 mi n u t e s t o a c h i e v e t h i s h i g h e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y o f GI V .
Ch a r a c t e r i z a t i o n s o f I MR a s s a y o n GI V T h e s p e c i f i c i t y o f t h e ma d e p o l y c l o n a l a n t i b o d y wa s c o n f i r me d b y We s t e r n Bl o t u s i n g s p l e e n t i s s u e a n d GI V a s s a mp l e s . T h e r e s u l t wa s s h o wn i n F i g . 4 a n d i n d i -
F i g. 2 . F l o w c h a r t o f i n v e s t i g a t i n g t h e e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y o f GI V f r o m g r o u p e r t h r o u g h t h e e x t r a c t i o n p r o c e s s e s d e v e l o p e d i n t h i s s t u d y . c a t e d t h e s p e c i f i c b i n d i n g o f o u r a n t i b o d y t o GI V . T h e I MR s i g n a l s a s a f u n c t i o n o f t h e GI V c o n c e n t r a t i o n s f we r e s h o wn wi t h d o t s i n F i g . 5 . Th e s e d a t a p o i n t s we r e we l l f i t t e d i n t o t h e 4 -p a r a me t e r s l o g i s t i c f u n c t i o n :
( 3 ) wh e r e A, B, f o , a n d g a r e f i t t i n g p a r a me t e r s , a n d f wa s t h e c o n c e n t r a t i o n o f GI V i n u n i t o f TCI D 5 0 / mL . By f i tt i n g t h e d a t a p o i n t s t o Eq u a t i o n ( 3 ) , t h e f i t t i n g p a r a met e r s we r e f o u n d t o b e 0 . 7 2 , 2 . 7 5 , 9 0 0 5 8 . 2 a n d 0 . 3 1 f o r A, B, f o a n d g , r e s p e c t i v e l y . Ac c o r d i n g t o t h e d a t a i n F i g . 5 , I MR s i g n a l s f o r GI V c o n c e n t r a t i o n s l o we r t h a n 1 0 T CI D 5 0 / mL r e ma i n e d u n c h a n g e d , wh e r e a s t h e y a s c e n d e d wi t h t h e i n c r e a s e o f GI V c o n c e n t r a t i o n wh e n h i g h e r t h a n 1 0 T CI D 5 0 / mL . Th i s i mp l i e d t h a t d e t e c t i o n t h r e s h o l d o f GI V wa s 1 0 T CI D 5 0 / mL b y I MR, wh e r e a s i t wa s a r o u n d 5 TCI D 5 0 / mL b y u s i n g r e a l -t i me PCR.
He n c e , t h e I MR f o r a GI V a s s a y wa s a l mo s t a s s e n s it i v e a s t h a t o f r e a l -t i me P CR. T h e i n t e r f e r e n c e f r o m t h e o t h e r k i n d o f g r o u p e r v i r u s e s , s u c h NNV , t o t h e I MR s i g n a l s f o r a GI V a s s a y wa s a l s o e x a mi n e d . T h e p u r e GI V s o l u t i o n a t t h e c o nc e n t r a t i o n o f 1 0
3 TCI D 5 0 / mL r e f e r r e d t o t h e I MR s i g n a l a s 1 . 0 5 ± 0 . 0 1 5 %. I n t h e p r e s e n c e o f 1 0 3 TCI D 5 0 / mL NNV , t h e I MR s i g n a l me a s u r e d a s 1 . 0 3 ± 0 . 0 1 5 % ( F i g . 6 ) . T h e r e wa s n o s i g n i f i c a n t c h a n g e i n I MR s i g n a l f o r GI V s o l u t i o n wi t h o r wi t h o u t t h e e x i s t e n c e o f NNV .
Co r r e l a t i o n b e t we e n I MR a n d r e a l -t i me PCR
Co n c e n t r a t i o n s o f GI V i n 2 8 s a mp l e s o f d i s e a s e d g r o u p e r f r o m t h e f a r m we r e d e t e c t e d s e p a r a t e l y b y u s i n g b o t h I MR a n d r e a l -t i me PCR. T h e GI V c o n c e nt r a t i o n s o f t h e s e s a mp l e s d e t e r mi n e d wi t h r e a l -t i me T h e s p e c i f i c i t y o f t h e ma d e p o l y c l o n a l a n t i -i r i d o v i r u s a n t i b o d y a s a p r i ma r y a n t i b o d y wa s p e r f o r me d b y We s t e r n b l o t t i n g . L a n e M: s t a n d a r d mo l e c u l a r we i g h t o f p r o t e i n s ; 1 : s p l e e n t i s s u e s a mp l e o f h e a l t h g r o u p e r . 2 : s p l e e n t i s s u e s a mp l e GI V i n f e c t e d g r o u p e r .
Fi g. 5 . I MR s i g n a l v e r s u s GI V c o n c e n t r a t i o n i n u n i t s o f TCI D 5 0 / mL . T h e d a t a f i t t e d t o t h e l o g i s t i c f u n c t i o n a r e s h o wn b y t h e s o l i d l i n e .
F i g. 3 .
T h e r e l a t i o n s h i p b e t we e n e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y a n d GI V c o n c e n t r a t i o n .
F i g. 6 . I MR s i g n a l s f o r GI V s o l u t i o n i n t h e p r e s e n c e o f NNV . Co n c e n t r a t i o n o f b o t h v i r u s wa s 1 0 3 TCI D 5 0 / mL . 
P CR we r e e x p r e s s e d a l o n g t h e x -a x i s i n F i g . 7 . T h e y -a x i s v a l u e s we r e c o r r e s p o n d e d t o t h e GI V c o n c e n t r at i o n d e t e c t e d wi t h I MR. T h e r e s u l t s s h o wn i n F i g . 7 r e v e a l e d t h a t t h e c o r r e l a t i o n o f GI V c o n c e n t r a t i o n s
Di s c u s s i o n
I r i d o v i r u s wa s o n e o f t h e mo s t s e r i o u s v i r a l p a t h og e n i n g r o u p e r , p a r t i c u l a r l y a t t h e j u v e n i l e t o a d u l t s t a g e s , wh i c h c a u s e d a h i g h mo r t a l i t y a n d ma s s e c on o mi c l o s s i n T a i wa n ( L a i e t a l . , 2 0 0 0 ) . Cu r r e n t l y , t h e d i a g n o s t i c a p p r o a c h f o r i d e n t i f y i n g GI V i n f e c t i o n i n c l u d e s PCR, r e a l -t i me PCR, I F A T , a n d EL I SA. ( Ma o e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e a v e r a g e p r o c e s s i n g t i me f o r EL I SA wa s 1 7 0 mi n , wh e r e a s r e a l -t i me PCR wa s 2 2 0 mi n . T h e EL I S A e n a b l e d t h e d e t e c t i o n o f i r i d o v i r u s f r o m c o nc e n t r a t i o n s o f 1 0 3 . 5 t o 1 0 3 . 8 TCI D 5 0 mL -1 ( Ci n k o v a e t a l . , 2 0 1 0 ) a n d PCR c o u l d d e t e c t t e mp l a t e DNA ( 1 0 m g / mL ) e v e n a t 1 0 −8 d i l u t i o n ( Al l e n d e r e t a l . , 2 0 1 1 ) . Al l t h e s e me t h o d s a r e a c c u r a t e a n d e f f e c t i v e i n GI V d e t e c t i o n i n t h e l a b o r a t o r y . Ho we v e r , t h e e x p e r t d e s i g n , e x p e n s i v e i n s t r u me n t a t i o n a n d a d e d i c a t e d l a b o r a t o r y e n v i r o n me n t wi t h we l l -t r a i n e d o p e r a t o r s a r e n e e d e d . T h e h i g h t e c hn i q u e a n d
t o o s e n s i t i v i t y ma k e t h e m n o t e a s y t o b e a p p l i e d o n -s i t e d e t e c t i o n . I n t h i s s t u d y , we h a v e s u c c e s s f u l l y d e v e l o p e d a n d v a l i d a t e d I MR me t h o d f o r f i s h i r i d o v i r u s d e t e c t i o n .
T h e d e t e c t i o n l i mi t o f I MR i n GI V t i t e r r e f e r r e d t o t h e v a l u e s h o wn i n F i g . 5 , wh i c h i n d i c a t e s t h e t h r e s h o l d o f I MR i s 1 0 TCI D 5 0 / mL . T h i s d e t e c t i o n l i mi t wa s s i mi l a r wi t h t h a t o f r e a l -t i me PCR. I t h a s b e e n d e mo n s t r a t e d t h a t I MR h a s t h e me r i t s o f a l o w d e t e c t i o n t h r e s h o l d . I n Eq u a t i o n ( 3 ) , t h e p a r a me t e r A d e n o t e s t h e b a c k g r o u n d l e v e l o f t h e I MR s i g n a l wh e n GI V c o n c e n t r a t i o n i s z e r o . Th e I MR s i g n a l i n c r e a s e s a s t h e i n c r e a s i n g o f GI V c o n c e n t r a t i o n . Wh e n t h e GI V c o n c e n t r a t i o n a p p r o a c h e s i n f i n i t y , t h e I MR s i g n a l i n Eq u a t i o n ( 3 ) t u r n s t o b e t h e v a l u e o f B. I t i s wo r t h y n o t h i n g t h a t I MR s i g n a l r e s u l t s i n ( A + B) / 2 a s t h e GI V c o n c e n t r a t i o n i s e q u a l t o f o . T h e p a r a me t e r g s t a n d s f o r t h e s l o p e o f t h e Eq u a t i o n , d [ I MR( %) ] / d f , a t GI V c o n c e n t r a t i o n o f f o . T h e d u r at i o n o f p e r f o r mi n g I MR a s s a y wa s 2-3 h . Ad d i t i o n a l l y , i t i s v a l u a b l e t h a t t h e i mmu n e c o mp l e x , GI V-a n t i -GI V a n t i b o d y -d e x t r a n -ma g n e t i c p r a c t i c e c o u l d b e i n c u b a t e d a t r o o m t e mp e r a t u r e .
I MR h a d b e e n u s e d f o r t h e d e t e c t i o n o f ma n y v i r u s o r d i s e a s e s , i n c l u d i n g Al z h e i me r d i s e a s e ( Ch i u e t a l . , 2 0 1 1 ) , h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o ma ( Hu a n g e t a l . , 2 0 1 1 ) , a l p h a -f e t o p r o t e i n ( Hu a n g e t a l . , 2 0 1 2 ) , i n f l u e n z a v i r u s ( Dh u mp a e t a l . , 2 0 1 1 ) , a n d NNV ( L u e t a l . , 2 0 1 2 ) . Co mp a r e t o o u r p r e v i o u s r e p o r t , t h e d e t e c t i o n l i mi t o f GI V wa s s i mi l a r t o t h a t o f t h e o t h e r a q u a t i c v i r u s . Mo r e ov e r , o u r I MR a s s a y d o e s n o t c r o s s -r e a c t wi t h NNV , wh i c h wa s s h o wn i n F i g . 6 . T h u s , i t s e e ms n o s i g n i f ic a n t i n t e r f e r e n c e b e t we e n NNV a n d GI V i n t h e GI V d e t e c t i o n .
Th e p r e s e n t wo r k p r o v i d e s a r a p i d a n d n o v e l me t h o d o n GI V d e t e c t i o n . T h e I MR t e c h n i q u e i s e f f e ct i v e i n e x t r a c t i o n e f f i c i e n c y a n d h i g h -s p e c i f i c i t y i n v i r u s d e t e c t i o n . Wi t h c h a r a c t e r i s t i c s o f a l o w-d e t e c t i o n l i mi t o f 1 0 T CI D 5 0 / mL , s p e c i f i c a s s a y wi t h o u t i n t e r f e r e n c e o f NNV a n d t h e h i g h c o r r e l a t i o n wi t h r e a l -t i me PCR, I MR p r o v i d e s a c o s t -e f f e c t i v e a n d o n l y 2 -3 h d e t e c t i o n p e r i o d a t r o o m t e mp e r a t u r e t h a t ma k e a n o n -f i e l d a p p l ic a t i o n p o s s i b l e i n t h e a q u a c u l t u r e i n d u s t r y .
Ac k n o wl e d g me n t s
T h i s wo r k wa s s u p p o r t e d b y t h e Mi n i s t r y o f Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y i n T a i wa n ( 1 0 1 -2 3 2 4 -B-0 1 9 -0 0 4 -CC1 a n d 1 0 2 -2 3 2 4 -B-0 1 9 -0 0 3 -CC1 ) .
Re f e r e n c e s S. Ch r i s t i a n a n d M. Ke n n e d y ( 2 0 1 1 ) : PCR p r e v a l e n c e o f Ra n a v i r u s i n f r e e -r a n g i n g e a s t e r n b o x t u r t l e s ( T e r r a p e n e c a r o l i n a c a r o l i n a ) a t r e h a b i l i t a t i o n c e n t e r s i n t h r e e s o u t he a s t e r n US s t a t e s . J . Wi l dl . Di s . , 4 7 , 7 5 9-7 6 4 . Ca i p a n g , C. M. , I . Ha r a g u c h i , T . Oh i r a , I . Hi r o n o a n d T . 
F i g. 7 .
Co r r e l a t i o n o f t h e d e t e c t e d GI V c o n c e n t r a t i o n s i n g r o up e r b y u s i n g r e a l -t i me PCR a n d I MR.
